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土 井 建 朗
遺伝子直接導入 に お い て , い か な る機序 で 生体中の癌細胞 が D N A分子を取 り込む か を知 る 目的 で , プ ラ ス ミ ド D N A
溶液 に 多価陰イ オ ン , 多価陽イ オ ン の 巨大荷電分子お よび骨格筋細胞基底膜機能を修飾する蛋白分解酵素を加え ラ ッ ト骨格筋
内に 直接注入 し , そ の 遺伝子導入効率を比較 した . レ ポ ー タ ー 遺伝子 と して 大腸菌β-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺伝子 , ク ロ ラ ム フ ェ
ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 遺伝子 , ある い は ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺伝 子を使用 した . 対照実験に お い て , 骨格筋
で , 各 レ ポ ー タ ー 遺伝子の 発現が認め られ , 著者の 構築 した プ ラ ス ミ ドお よび 遺伝子導入 技術 は機能 して い る こ と を 確 か め
た ･ プ ラ ス ミ ド D N Aに 混和 した 種々 の 物質 の うち , グ リ コ サ ミ ノ グリ カ ソ 群 に お い て ! 高濃 度の ヘ パ リ ン に 有意な C A T活
性の 減少を認め た ･ ヘ パ リ ン と プ ラ ス ミ ド D N A ほ ともに 多価陰イ オ ン の 巨大分子で あり , 高濃度 の ヘ パ リ ン が D N Aの 細胞
内取 り込み に お い て 競合 して い る可 能性 が考 え られ た . また 蛋白分解酵素の ト リプ シ ソ や D N A分解酵素 の 混入 の な い プ ロ テ
ナ ー ゼ E , D N A分子 に 静電気的に 結合する と 考え られ る ポ リー し リ ジ ン に よ り遺伝子導入 は 強く阻害 され た .
Key w ords direct ge n etr anSfe r, n aked D N A, hepa rin, glyc os a min oglyc an
1990年 , Wolffらは プ ラ ス ミ ド D N A を単独で マ ウ ス 骨格筋
に 注入 する と , そ の プ ラ ス ミ ド D N A 上の 遺伝子 がそ の 骨格筋
で発現する こ とを 報告 した
l)
.
こ の 現象は , 遺伝 子直接導 入法
と名付け られ , 主 と して ワ ク チ ン と して の 利用 を 目 的とす る研
究が進め られ た2 ト6). ま た ▲ こ の 技術 を応用 して , 遺伝性筋疾患
の 遺伝子治療 の 可能性が検討 され て きたT ト1 0). そ の 後 も , 精製
され た D N A その もの が , どの よ う に 生体の 骨格筋細胞 に 取 り
込 まれ , どの よ う に 核 ま で 運搬され る の か ▲ と い う機序解 明 の
努力が続け られ て い るが , 残念 な が ら 未だ 不 明 の ま ま で あ
る
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. 遺伝子直接導入法は裸 の D N Aが取 り込 まれ る こ と で
注 目 され たが , 本 当に 裸 の ま ま D N A は取 り込 まれ る の か , 蛋
白や 脂質な どを D N A分子 に 付随させ た りす ると遺伝子導 入効
率 に 変化が出て く る の で あろう か , ま た , 骨格筋の D N A取り
込み 機構は D N A分子 を取 り込む た め に骨格筋に 本来備 わ っ て
い る の で あろ うか , な どの 疑問が ある . こ れ らに 対 し, 本研究
で ほ , 精製さ れ た D N A が陰性荷電 をもつ 巨大分子で あ る点に
注目 して , 同様に陰性荷電 の 巨大分子で ある グ リ コ サ ミ ノ ダリ
カ ン が遺伝子直接導 入 に お い て 遺伝子導入効率に 影響を与え る
の か 否か を 中心 に , D N A溶液に 骨格筋細胞基底膜機能 を修飾
す る 可能性の ある物質を加 え , そ の 影響 に つ い て 検討 した .
対象お よび方法
Ⅰ . プ ラ ス ミ ド構築お よびプ ラス ミ ド D N A の大量調整
pRc/R S V プラ ス ミ ド(In vitr oge n, Sa nDiego, U S A)の ラ ウ
ス 肉膵 ウ イ ル ス 長 末端反復配列 (Ro u s s arc o m avir u slo ng
termin alr epe at, RS V-L TR) 由来の プ ロ モ ー タ ー 下流に 大腸菌
β-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (β-gala cto sidas e, β-gal) 遺伝子, ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ (chlo ra mphenicol
ac etyltra n sfer a se, C A T) 遺伝子, ある い はホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー
ゼ(1u cifer a se,lu c) 遺伝子 を挿入 し , レ ポ ー タ ー 遺伝子と して 使
用 した (図1). pRS V,β-galほ pS V-β-gal(Pro m ega, Madiso n.
U S A) の β-gal 遺 伝子 を 含 む Hind Ⅲ-Ba mHI断 片 を pRc/
RS Vの Hind 皿-NotI 領域砿 挿入 し作成 した . pR S V-C A T は
pRc/R S Vの tiind Ⅲ-NotI 領域に pS V O-C A T(愛知県心身障害
者 コ ロ ニ ー 発達障害研究所 , 滝 沢剛則博士 よ り供与) 由来の ク
ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ 遺伝子を含む
Hind ⅢdHpaI 断 片 を 挿 入 し 作成 し た . ま た , PR S V-luc は
P G VqB(東洋イ ン キ , 東 京) の BglⅡ-Hind 且【領域 に pRc/




骨格筋 へ の 遺伝子 導入 に 使用 する D N A ほ, Sa mbro ok らの
方法に 従 い ア ル カ リー S D S法 に て 抽出後 , ポ リ エ チ レ ン グ リ
コ ー ル (polyethyle n eglyc ol,Sigm a, St. Louis, US A)に て 精製し
た もの 使用 した21).
Ⅱ . プラ ス ミ ド DN A の骨格筋内注 入
生後2週齢 の ウイ ス タ ー 系 ラ ッ ト (平均体重23g)の 大腿部砿
皮膚切開を加え, 大腿四頭筋を薦出 した . D N A溶液の 注入 は,
脳定位装置( 図2) に 固定 した28ゲ ー ジ注射針 (ミ サ ワ , 東京)
を 用い て , 露 出され た 大腿四頭筋を直接穿刺 して 行な っ た . 注
入 時間は30秒間と し, 注入 後 , 皮膚を縫合 した . 注入 3 日後 ,
平成8年7月16日受付, 平成 8年9月26日受理
Ab breviations : β-gal, β瑠 alactosidas e; CA T, Chlora mphe nicol ac etyltr an s‡era s e; 1uc, 1u ciferas e; P BS,
phosphate-buffered s alin e; R L U, r elativ e light unit;■R S V- L T R, Rou s s arc o ma viru slo ng terminal repeat;


















































































ラ ッ ト骨格筋遺伝 子直接導入法と多価陰イ オ ン
ラ ッ ト を断頭屠殺 し, 大腿四 頭筋 を切除 し, こ れ を レ ポ ー タ ー
遺伝子の 発現量の 測定 に 使用 した ･ 注 入液 は ! 種々 の 濃度に 調
製 し た ヘ パ リ ン (heparin, Sigm a), へ パ ラ ソ 硫 酸 (hepa ra n
s ulfate, Sigm a), ス ラ ミ ン (s ur amin sodiu m , フ ナ コ シ , 東
京), デ ル マ タ ソ 硫酸 (der mata nsulfate,Sigm a), ヒ ア ル ロ ン 酸
(hyalur o n ate,Sigm a), ポリ
ーL-リ ジ ン (poly-L-1ysin e,Sigm a), ヒ
ス トソ (histo n e, Sigm a), リポ フ ェ ク チ ン 試 薬 (GIB C O B R L,
Gaithersburg, U S A), トリ プ シ ン (try psin ,Sigm a), プ ロ テ ナ ー
ゼE (pr otein a seK, 和光純薬, 大阪)! コ ラ ゲ ナ ー ゼ (c olage n-
as e, Sigm a), へ パ リ ナ p ゼ (heparina s e, Sigm a)の 各溶液に ,
プ ラ ス ミ ド D NA 20pg を加 え , 100FLlの 浮遊液(NaCl O.9%)と
した .
Ⅲ . β- gal 組織化学染色
D N A(pRS V-B-gal) 溶液注入 3 日後 , そ の 大腿四 頭筋 を切
し , ドラ イ ア イ ス に て 十分冷却 した ア セ ト ン 液 内で 急速凍結 を
行な っ た . そ の 凍結筋 か ら , ク ラ イ オ ス タ ッ トに て 20J`m の 連
続切片を作成 し, β一 gal紅織化学染色 を行 な っ た . 0.25 % グル タ
ル ア ル デ ヒ ドを含む 100m M リソ 酸緩衝液(phosphate-buffer-
ed s alin e, P B S)(pH 7.4) で 4 ℃1 0分間固定後 , 氷上 で1 0分間ず
つ P B Sで 3度洗 い , 室温 に て 自然乾煉 した . 染色 は Sanes
ら
22)の 方法に 従い 行 な っ た . 各切片を , 0.5m g/m トトク ロ ･ ロ ー5- ブ
ロ モー 3 イ ン ドリ ル ーβ-D- ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (4- Chlor o-5-br o m o-
3-indolyl-β｣ }gala ctop yr a n o side, Ⅹ- gal, Sigm a), 2mM MgC12,
0.02 % No nidet P 40(Sigm a), 5m M フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム
[potas siu mferricya nide, K,Fe(C N)6],5m M フ ェ ロ シ ア ン 化 カ リ
ウ ム [potas siu mferr o cya nide, K.Fe(C N)6]を P B Sに 溶解 した
反応液で , 37 ℃17時間放置後, 滅菌蒸留水 で 洗い エ オ ジ ン で 対
比染色 し観察 した .
Ⅳ . CAT 活性測定
大腿四頭筋の 筋切片に 溶媒 【25m M Tris-H Cl(pH7.6), 2m M
MgC12]200J`1 を加え 超音波ホ モ ジナ イ ザ ー で 細胞 を破壊 , 続い
て液体窒素 お よび3 7 ℃恒温槽 に よ る 凍結融解を 3 回 反復 し ,
15,860g, 3 0分速 心 し て 筋 上 清 を 分 離 し た . C A T括 性 は
Ro se nthal
23) の 方法 に 準 じて 測定 した . 得 られ た筋上 清 20iLl に
80pl の 基質液 , 0.5/上Ci/ml14C- ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (D-thre o-
【dichloro a c ety1 1T14C] chlor a mphe nic ol, ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン ,




(a c ethyトc o e n zym eA, Sigm a)を 加え37 ℃60分保温 した . 続い て
酢 酸 エ チ ル (半井, 京 都)50恥1 を加 え 反応 を停 止 さ せ た .
15,860g, 5分遠心 し酢酸 エ チ ル 層 (上 層) を 回 収 し, 遠心 エ バ
ボ レ イ ク ー VC-96(太陽, 東京) で蒸発乾固 した . 2恥1の 酢酸 エ
チ ル を 加 え , シ リ カ ゲル 薄 層 プ レ ー ト (M E R C K, Art. 5735,
Dar m stadt
,
Ger m a ny)に ス ポ ッ ト後95: 5比の ク ロ ロ ホ ル ム ･
メ タ ノ ー ル 混合液を 溶媒 と して ク ロ マ トチ ャ ン バ ー 内で 展開 し
た . プ レ ー ト を取出 し風乾 し ,_イ メ
ー ジプ レ ー トB A S-m(富士
写真 フ ィ ル ム , 神奈川) に て24時間露光 した後 , ラ ジ オ イ メ ー
ジ ア ナ ラ イ ザ ー B A lOO(富士 写真 フ イ ル ム ) に よ り ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル の ア セ チ ル 化率を測定 した .
Ⅴ . ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性測定
凍結筋切片を氷上 で径 1m m 程 度に 細切 し, 40/JIピ ッ カ ジ ー
ン 緩衝液 (東洋イ ン キ), 10pg/mi ロ イ ペ プ チ ソ (1e upeptin,
Sigm a) お よび 1m M フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ イ
ド(phe nylrn ethyls ulfo ny= 1u oride, P M S F,Sigm a)200Ftlを溶解
液 と して , 氷上 で10分間静置 した . 軽く均等混合 し た 後 ,
1 5,860g, 20分速心 して筋上清を 分離 した . ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活性
は ル ミ ノ メ ー タ ー (ル ー マ ッ ト L B 9501, ベ ル ト ー ル ドジ ャ バ
ソ , 東京)を 用 い て 測定 した . ピ ッ カ ジ ー ン 発光基質液(東洋イ
ン キ)100FLl に 20pl の 筋上 清を混和 し , 相対的発光量(r elativ e
light u nit, R L U) を30秒間測定 した .
Ⅵ ∴統計学的検討
本稿 に 示 す C A T括性 お よび ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活性値ほ , い ず
れ も異な る筋肉に 別 々 に プ ラ ス ミ ド D N Aを注入 した平均値で
あ る . 同 一 バ ッ チの プ ラ ス ミ ドを 注入 後, C A T活性も しく ほ
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活性を 測定 し, 異な る条件下 で の 発現量 を比較
した .
得 られ た 成績ほ , 一 元 配置分散分析法を用 い , コ ン ト ロ ー ル
群 お よ び 各群間 の 組 み 合 わ せ に つ い て , Du n n et 法 お よ び
Tukey 法 で 解析 した . 危険率 5 % 以下 を 有意と判定 した .
成 摸
Ⅰ . β -gal 組織化学染色像 (図 3 )
著者の 作成 した ラ ッ ト骨格筋 へ の 遺伝子直接導入系が磯能 し
て い るか 知る 目的 で , プ ラ ス ミ ド住 人 3日 目 の 骨格筋 の Ⅹ-gal
染色 の 結果を 図 3に 示 した . 陰性 対照 で は β-gal陽性細胞 ほ 認
(C)
Fig･1･ Sche m atic pr e s e ntation of the reporte r pla smids. (A) pR S Vせ gal, (B) pR S V-C A T, (C) pRS V-lu c. ori, Origin of
r eplic atio n; Am p
r
, β-1a cta m a s ege n e; La cZ, Escherichia c oliβ-gala ctosida s ege n e; B G ApolyA, bovin e gr o wth hor rn O n epOly
addito n al sign aLl; M 130rigin, M 1 3 ba cteriophage origin; S V e arly p, Simia n vir u s40e arly pro m oter; n e O myCin , n e O myCin
r esista n c ege n e; S VpA, Simia n viru s40poly addito nalsign al;flori, fl ba cte riophage origin .
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め られ な か っ た が , プ ラ ス ミ ドを注 入 した 骨格筋 で ほ青く染色
され た β一gal陽性細胞 が穿刺領域を越 えて 広く散在性 に 認め ら
れ た .
Ⅰ . 種 々 の ゲ ル コ サ ミ ノダ リ カン の遺伝子発項量 へ の 影響
1 . ヘ パ リ ン の 阻害作用(図4)
D N Aと 同様 に 巨大分子であり陰性荷電を持ち う る グ リ コ サ
ミ ノ ダ リ カ ン に 注目 し, ヘ パ リ ン お よ びそ の 対照 と して 陰性荷
電の 乏 しい ヒ ア ル ロ ン 酸を選択 し, そ の 阻害効果 の 濃度依存性
を検討した . 各々 1 0J堰 か ら 100pgま での 6 つ の 濃度群 に 分
け, D N A溶液 に 加 えて 筋注 した . ヒ ア ル ロ ン 酸に は遺 伝子導
入効率 に 阻害効果は認 め られ な か っ たが , 10/唱 の ヘ パ リ ン 群
Fig･ 2･ T he inje ctio n te chnique . T he right qu adric eps
m u s cle w a s e xpo s ed a nd inje cted within 30se c with 20FLg
Of plasmi d D N A in the pr e s en c e of v ario us m aterials in a
buffer u sing a 28-ga uge n e edle fix ed to a ster e ota xic
appar atu s. T he sa m e a m o u nt of pla s mid D N A in the
buffer w asinje cted into the c o ntr alater al u ninju red
qu adric eps m u s cle.
B
Fig･ 3■ Cyto che mic al staining of m u s cle fiber s e xpres sing
the Escherichia c oliβ一gala cto sida se, Cro s s se ctio ns of
m u s cleinje cted with pR S Vせgalat xlO(A) a nd x 50(B)
OPtic al m agnific atio n, r eSpe Ctiv ely. Triple arr o whe ad, Site
Of inje ctio n; do uble arr o whe ad, β-gala cto sida s e-PO Sitiv e
m u s cle fiber sdista nt fr o m inje ctio n site; filled ar ow ,
β-gala cto sida se-pOSitiv e m u s clefiber. X-gal stain .
C A Tac tivity (% co n v ersio n)
Fig･ 4･ Effe cts of heparin a nd hya rulon ate c o n c e ntr ation c oinie cted with RS V- C A TpIa s mid D N Ao n the effic e n cy of
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indic atesthe n u mber of m u s cle spe cim e n s a n alyz ed･ T bars repr es e nt their S E M･
* de n otes v alu es signific a ntly differ e nt
fr o mthe hyar ulo n ate at p<0.05.
Negativ e c o nt∫01
D N Ao nly
Poly. L･1ysin e20鵬
Poly- L-1ysine2 00u g
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C A Ta ctivity (% c o n v e rsio n)
Fig･6･ Effe cts of v ario us s ubsta n c es c oinje cted with RS V-C A Tpla s mid D N Ao n the effic e n cy of tr a n sfe ctio n of the D N A.
Co-injectio n of polyc atio ns such a spoly-L-1ysin e a nd histo n ewith the D N A inhibitedthe direct ge n etra n sfe r. Catio nicliposo m e
S u Ch aslipofectin als o m oder ately inhibitedthe dir ect ge n etra n sfer.
Poly
- L-1ysin e20叶g
D N Ao nly
0 10 200 300 400 500 600 700
Lu ciftr as e a ctivity (R L U X l O3)
Fig･ 7･ Effects of poly-L lysin e c oinjected with R S V-1u c･ pla smi d D N Ao n the ef icien cy of tra n sfe ctio n of the D N A. "N,･
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C)T nepr es entstudy.
に お い て , コ ン ト ロ ー ル 群と比較 して遺伝子導入効率 に 対す る
有意の 阻害が認め られ た .
2 . ヘ パ リ ン 以外の グ ル コ サ ミ ノ ダリ カ ン の 影響 (図 5 )
さ ら に ヘ パ リ ン 以外 の グリ コ サ ミ ノ ダリ カ ン で ある へ パ ラ ン
硫酸 ! デ ル マ タ ン 硫酸 , ヒ ア ル ロ ン 酸や 低分子の ヘ パ リ ン 類似
化合物 であ るス ラ ミ ン に つ い て pR S V-lu cを利用 して 遺伝子発
現畳の 比較を試み た が , 明 らか な 遺伝子導入効率の 阻害は認め
られ な か っ た .
Ⅲ . 多価陽イ オ ン の影響 (図 6)
D N Aと静電気的 に 結合す る こ とが 予想 され る 多価陽 イ オ ン
の ポ リー し リ ジ ン を D N A溶液 に 加 え て 筋注 した場合 に お い て ,
遺伝子導入阻害 が認 め ら れた (図 7 ). 陽性荷電を持 っ た 遺伝子
導 入試薬である リ ポ フ ェ ク チ ン 試薬に も 中等度の 阻害傾向が認
め られ た .
Ⅳ . 糞自 分解酵素の影響(図8)
蛋白分解酵素の ト リ プ シ ン お よ び D N A分解酵素の 混入 の な
い プ ロ テ ナ ー ゼ K に お い て も遺伝子導入効率に 対する著明な阻
害 が認め られ た . こ れ に 対 し , コ ラ ゲ ナ ー ゼ に 明らか な遺伝子
導入効率の 阻害作用は認 め られなか っ た .
考 察･
著者ほ , 骨格筋 へ の 遺伝子直接導 入 に お い て , 高濃度 の ヘ パ
リ ン お よ び ポ リー し リ ジ ン , 蛋白分解酵素を プ ラ ス ミ ド D N A と
ともに マ ウ ス 骨格筋に注入す ると , 有意に 遺伝子導 入効率 の 低
下が認め られ る こ と を見出 した . 低濃度の ヘ パ リ ン お よ び他の
グリ コ サ ミ ノ グ リ カ ン に ほ 明 らか な 遺伝 子導入効率の 低下ほ認
め られ なか っ た ･ 蓑 1 は遺伝子直接導入法 に よ る遺伝子導入実
験に お い て , 遺伝子導入阻害作 用 が 報告 され て い る溶質および
物質 の 一 覧表 で あ る . こ の う ち ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン ほ ,
D N A聞入 剤(inter c alting dr ug) と し て D N Aと 結合 し,
D N A合成 を阻害す る こ と が知 られ て い るが24), 著者 の 見出 した
ポ リー し リ ジ ン の 持 つ 阻害作用 はそ の 陽性荷電 に よ り D N Aと
結合す る こ と で 生ず ると 考え られ た . 一 方 , ヘ パ リ ン が阻害国
子と な る の は , ヘ パ リ ン の 有す る陰性荷電が DN Aの 細胞内取
り込み を ほ じめ とす る遺伝子直接導 入過程 で , D N A と競合す
る 可能性を考慮 して い る .
骨格筋 に よ る純粋な D N Aの 取 り込 み 発現機構は 不 明で ある
が , 2通 りの 可 能性が指摘され て い る . 第 → に 直接穿刺に よ り
筋紬胸膜 , 吸合に よ っ て ほ核膜 が破壊 され D N Aの 侵入路が形
成 され ると い う 説で ある15). 第二 に 肝臓 ▲ 脾臓 , 皮膚, 肺, 脳な
どの 他組織に 比 し , 骨 格筋で 純粋な D N Aの 取込 み お よびそ の
発現が 優れ て い るの は ▲ 骨 格筋 の 構造的特徴に 由来す るとする
説 で ある . すな わ ち , 多核細胞 , 筋小胞休お よ び細胞外液を含
み筋細胞深く侵入 して い る横細管系 の 存在が , D N Aの 取り込
み に 重要な 役割 を果たす と考 え られ て い る1)1 飢. 著者が XⅣgal染
色 で , そ の 陽性細胞 の 分布 を観察 した 結果か らは , 直接穿刺に
よ る筋膜破壌機序 で は 説明 が困難 と考え られ た .
骨格 掛 こ特傲的 な輸送系 に 着 目 し て , 遺伝 子 直接導入法の 発
見者 で あ る W olffら1 6)は 陽イ オ ンー 金複 合体 ∫ ポ リー L-リ ジ ンー
テ キ サ ス ー レ ッ ド複合体, リ ポ フ ェ ク チ ンー D N A複合体が , マ ウ
ス 骨格 筋の 外膜 を通過 でき な い こ とを 示 し, 陽性荷電脂質複合
体に よ る 生体 で の プ ラ ス ミ ド D N Aの 遺伝子直接導入 は 不 可能
と報告 して い る . また 陰性荷電を有する純粋 な D N A ほ外膜を
越え て 小裔や横細管系 に 侵入 可 能 で ある こ と を示 して い る . L′
か し 同 じく陰性荷電を有する ポ リ ー グル タ メ イ ト 金複合体は
極く少量 しか 外膜 を越え る こ と が で きな い こ と も示 され て お
り, これ よ り純粋 な D N A ほ他の 多価陰イ オ ン に ほ な い 固有の
性賀を有す る と考 えらキて い る ･ 彼 らは ポ ト サ イ ト シ ス と呼
ばれる 1 0 0～ 2000 Da 以下 の 分子 の 取 り込み磯構
25)を想定して,
プ ラ ス ミ ド D N Aの 取 り込 みを 説明 L よう と試み て い る. プラ
ラ ッ ト 骨格筋遺伝子直接導入法と多価陰イ オ ン
ス ミ ド D NA が環状構造を とれ ば , 最 小径 で 2n m x4n m と な
り, ポ ト サ イ ト ーシ ス の 経路を 通 っ て D N A が侵入 する こ とは
充分可能と され るが , 果た して D N Aに 特異的な取 り込 み機構
が存在する かほ 依然不 明 の ま ま で ある .
一 方 , 著者 の 実験で 阻害活性が認め られ た ヘ パ リ ン に つ い て
は , Ryser ら
26)が 培養細胞系 に お い て , 低効率な が ら特異的な
受容体を介 した エ ン ドサ イ ト ー シ ス で 細胞内に 取 り込ま れ る こ
とを示 して い る . ヘ パ リ ン の 生体で の 取 り込み ほ証明 され て い
ない が , 仮に こ の 取 り込み機構が骨格筋 に 存在す る とすれ ば ,
ヘ パ リ ン と プ ラ ス ミ ド D NA は とも に 多価陰イ オ ン の 巨大分子
であり , 高濃度の ヘ パ リ ン が D N Aの 細胞内取 り込み に お い て
競合 してい る可能性 が考 え られ る . こ の 場合 ∫ 阻害様式 に は い
くつ か の 可 能性 が考 え られ るが , 第 一 に 外膜 レ ベ ル で の 競合,
第二 に D N A と同 じく ヘ パ リ ン 分子 も外膜を通過 で きるの で あ
れば, 小窟 レ ベ ル で の 競 合の 可 能性 に も考慮 が 必 要 と 思わ れ
る. さ らに Bu s ch ら
2T)ほ HeLa 細胞や 平滑筋細胞に お い て
胞外の ヘ パ リ ン が ヘ パ リ ン 結合蛋白 を介 して 細胞内に取 り込ま
れ∴核 へ 運 ばれ て Fo s-Ju n 二 量体と結合 し 一 部の 遺伝子群 の 発
現を制御す る と報告 して い る . こ の 様 な系 が骨格筋細胞 に も存
在するとすれ ば , D N Aと ヘ パ リ ン の 競合ほ 細胞内 レ ベ ル , 場
合に よ っ て ほ核内 レ ベ ル ま で 及 ぶ 可 能性 もあ る . ヘ パ リ ン と
D N Aの 間に 見 られ る競合関係が他 の 多価陰イ オ ン の へ パ ラ ン
硫酸, デ ル マ タ ン 硫酸 , ヒ ア ル ロ ン 酸 , ス ラ ミ ソ に も存在す る
可能性も示唆され るが , 著者 の 実験 で 有意差が見 られ なか っ た
こと は , 仮に D N Aと ヘ パ リ ン の 競合機構がある と すれ ば , そ
の 競合は ある程度 の 特異性を保持 して い る こ と を示 して い る と
思わ れ る . これ に つ い て は , M oc z arら28)が ラ ッ ト の 横紋筋肉腫
細胞に ヘ パ リ ン が結合する性質があ る こ と か ら, 横紋筋肉腫細
胞膜か ら ヘ パ リ ン , へ パ ラ ン 硫酸 , デ ル マ タ ン 硫酸 に 結合する
19 K Da を 主 体とす る蛋白を検出 して い る , 著 者が 見出 し た結
果の う ち , ト リ プ シ ン およ び プ ロ テ ナ ー ゼ E が著明 な遺伝 子導
入阻害作用 を 持 つ の も, 骨格筋細胞 に お い て も同様 の ヘ パ リ ン
な どの 多価陰イ オ ン を結合する蛋白が , 筋膜又 は細胞外 に 存在
し, D N Aの 細胞内取 り込み に 重要な役割を果た し て い る こ と
を示唆 して い るの か も しれ ない .
結 論
1 . 遺伝子 直接導入法に よ り , 骨格筋の DN A取 り込 み機構
に 対する阻害因子の 研究を行な っ た . 多価 陰イ オ ン , 多価陽イ
オ ン 両者に 外来遺伝子導入阻害作用 を 認め た . ヘ パ リ ン と プ ラ
ス ミ ド D N Aは とも に 多価陰イ オ ン の 巨大分 子で あり , 高濃度
の ヘ パ リ ン が D N Aの 細胞内取 り込み系や輸送系 に おい て 競合
して い る可能性が考 え られ た .
2 . ポ リー L-リ ジ ン お よ び高濃度 ヒ ス ト ン を は じ め 陽性荷電
を有する脂質に お い て も導入 が阻害 され る こ と よ り , D N Aの
骨格筋 へ の 導入 に は , そ の 陰性荷電が重要と考え られ た .
3 . 蛋白分解酵素 の ト リ プ シ ン お よ び D N A分解酵素の 混入
の ない プ ロ テ ナ ー ゼ 附 こ強い 導 入阻害 が認め られ た こ と よ り ,
遺伝子導入 の 阻害 は蛋白分解酵素に 混入 す る D N A分解酵素に
よ る D N Aの 分解が そ の 主 因とは 考え られ ず, 筋の D N A取 り
込みに 筋摸 , ま た は細胞外の 蛋白質 が重要な役割を果た して い
る ことが予想 された .
4 . 以上 骨格筋肉内 へ の D N A取 り込 み の 機序 ほ 明 ら か と
なっ て い な い もの の , 骨格筋細胞の 表面に も巨大な多価陰イ オ
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ン の 分子 を結合 させ る機構が存在する仮説を提示 した .
謝 辞
稿を終える に臨み , 御指導 ∴御校閲を賜わっ た 恩師金沢大学神経内科
高守正治教授 に深甚の謝意を表 します . また貴重な御助言, 多大な御魅
力を戴 い た応用生化学研究所小島久典博士 に感謝 い た します . なお , 本
研究 の 一 部は , 厚生省 ｢精神 ･ 神経疾患研究委託費｣ 筋ジ ス ト ロ フ ィ ー
お よ び類縁疾患 の 病態と治療法に 関す る研究 (高木班) 平成6 年度班会
議 (1994, 東京) お よび第36 回 日本神経学 会総会 (1995一 名古屋)で発表
L た.
文 献
1) W olffJA, Malo n eR W, W i11ia m sP, C hong W, Acs adi
G, Ja n A, Felgn er P L. Dir e ct ge n etra,n Sfe rinto m o us e
m u scle in uiuo. Scie n c e247:1465-1468, 1990
2) Tn ag D, De vit M, John sto n S A. Gen etic irn m u niz atio n
is a sim ple m ethod for eliciting a nim m une r espo ns e. Natur e
356:152-154, 1992
3) Davis H L, M ichel M-L, W haLe n R G. D N A-bas ed
im m unizatio nindu ce s co ntinuo u s se cr etio n of hepatitis B
S urfa c e a ntige n a nd high le v els of cir culating a ntibody. Hu m
MoI Gen et2:1847-1851, 993
4) Ulm erJB, Do n n ellyJJ, ParkerS E, Rhodes G H, Felgn er
P L, Dw arkiVJ, Gr o mko w ski S H, Deck R R, DeW ittC M,
Friedm a nA
,
Ha w eL A, Le a nderK R, Martin ezD, Perry H C,
S hiv er JW , Mo ntgo m ery D L, Liu M A. Heterologo u s
pr ote ctio n again stinflu e n z abyinje ctio n of D N Ae n c od ing a
vir alpr otein. Scie n c e259:1745-1749, 1993
5) Ya nkauckas M A, Mo rr o wJE, Parke r S E, A bai A,
R hodes G H, Dw arki VJ, Gr o mko w ski S H. Lo ng-te r m
a nti-n u Cle opr otein c euular a nd hu m oral im m u nity is indu c ed
by intr a m u sc ular inje ctio n of plas mid D N Ac o n taining N P
ge n e. D N A Ce11 Biol 12: 7 71L776, 1993
6) Kats umi A, Emi N, Abe A, Has egawa Y, Ito M, Saito
H. Hu m oral a nd c elularim mu n lty tO a n e n COded protein
indu c ed by dir ect D N A injectio n. Hu m Ge n e T her 5:
1335-1339, 1994
7) Stratford-Perric a udet LD , Makeh I, Perric a udet M,
Briand P. Widespre ad lo ng-ter m ge n etr a nSfer to m ous e
Skelet al m us cle s a nd heart, J Clin In v e st90: 626- 30, 1992
8) Davis H L, DeTn e n eix B A, Qu antin B, Co ulo mbe J,
W hale n R G. P la s mid D N A is s uperiorto viral vectorsfor
dir ect ge n etran sfe rinto adult m o u s e skeIetal m us cle . Hu m
Ge n eT her4: 733-740, 1993
9) Hickm a nM A, Malo n eR W, Lehm a n n-Br uin s m aK, Sih
T R, Kn oell D, Sz oka F C, W alz e mR, Carls o nD M, Po w el JS.
Ge n e e xpr es sio nfo1lo wing dir e ctinje ctio n of D N A into liv er.
Hu m Ge n eT her5:1477-1483, 1 994
1 0) Acs adi G, Dicks o nG, Lo v eD R, Ja ni A, W alsh F S,
Gur u singhe A, W olffJA, Davies K E. Hu m a ndystrophin
e xpr es sio nin mdx mic e afterintra m u s c ularinje ctin of D N A
c o n str u cts. Natu re352:815-818, 1991
11) WolffJA, W illia m sP, Acsadi G,Jia oS,JaniA, C ho ng
W . Co nditons affecting dir e ct ge n etr a n sfe rinto rodent
m u s clein viv o. Biotechniqu esll:474-4 85, 1 991
586 土
12= ia oS. W illia m sP, Berg R K, Hodge m anB A, Liu L,
Repetto G, W olffJA. Dire ct ge ne tra n sferinto n o nhu m a n
prim ate myofibersin uiv o. Hu rn Ge n eThe r3:2 ト33, 1 992
13) Davis H L, W halen R G, De m e n eix B A. Dir e ct ge n e
tr a n sferinto skeletal m u s cle in vivo : Factors affe cting
effic e n cy of tr an sfer a nd stability of e xpre ssio n. Hu m Ge n e
T her4:1 51- 59, 1993
14) W olffJA, Ludtke JJ, Ac s adiG, W illia m sP, Ja ni A.
Long-ter m per Siste n c e of pla smi d D N Aa nd for eign ge n e
e xpr e ssionin m o u s e m u scle. Hurn MoI Ge n et l: 363- 69,
1992
15) Ma nthorpe M . Cor n e王 rt-Je n s e nF, HartikkaJ, Felgn er
J, Ru ndell A, M argalith M, Dw arki V. Ge n ethe rap y by
intra m u s c ularinje ctio n of plas mid D N A: Studie s o nfirefly
lu cifer a sege n e e xpr e ssion in mic e. Hu m Ge n eT her 4:
41 9-431, 1993
16) Wolf王JA, Dowty ME, Jia o S, Repetto G, Berg R K,
LudtkeJJ, W i11ia m sP, Slautterba ck D B. Expr es sion of n aked
pla s mids by cultur ed myotubes a nd e ntry of pla s midsinto T
tube s a nd c a v e ola e o壬 m a m m alin skeletal m u s cle. JCell Sci
lO3:1249-1259, 1992
17) Acs adi G, Jia oS, Ja ni A, Duke D, W illiam s P, C ho ng
W , WolffJA. Dir e ct ge n etr a n sfer a nd e xpr es sio n into rat
he artin viv o. Ne w Bio1 3:71-81, 1 991
18) Sike sM L, 0
'
m aIleyJr B W, FiIl egOld MJ, LedLey F D. In
Viv o ge n etr a n sfe rinto r abbit thymi d follicula r c ells by dire ct
D N A inje ctio n. Hu m Ge n eT her5: 837-844,1 994
19) Vitade1lo M, Schiaffin o M V, Pic ard A, Sc arpa M,
Schiaffin o S. Ge n etr a n sfe rin rege n er ating m u scle. Hu m
Ge n eT her 5:1 ト18, 1994
20) Sa mbro ok J, Fritsch E F, Ma niatis T. Molecular
Clo ning‥ A Labor atory M a n u al, 2nd ed, 1･53-1.73, Cold
Spring Ha rbor Labor ato ry Pr es s, Cold Spring Harbor, NY,
19 89
21) Sa mbro ok J, Fritsch E F, Ma niatis T. Molecular
Clo ning: A Labor atory M a n u al, 2nd ed, 1.33-1.41, Cold
Spring Ha rbor Labor ato ry Pr es s, Cold Spring Harbor, N Y,
1 989
22) Sa n e sJR, Rube n stein JLR, Nic olas J-F. Us e of
r ec o mbin a nt r etr o viru StO Study po st-im plantatio n c el= ine age
in m o u s e e mbryos. E M B OJ5: 3133-31 42, 1 986
23) Ro s e nthal N. Ide ntific atio n of r egulato ry ele m e nts of
Clo n ed ge n e swith fu n ctio n aI a ss ays. M ethods En zym o1 152:
704-720, 1 987
24) Neidle S, Pe arl L H, S keuy JV. D N Astr u ctu re a nd
perturbatio nby dr ug binding. Bio che m J243: ト13, 1987
25) Anders o nRG W, Ka m e n､B A, Roth berg K G, La c ey SW .
Poto cyto sis :Sequ e stration and tra n sport of s mallm ole c ules
by c a v e ola e. Scie c e255:410q411, 1 992
26) Rys erHJ-P, Mo rad N, S he n W-C, Heparin inter actio n
with c ultur ed c ells. Ce11 Biol Int7:923-930, 1 983
27) Bu sch SJ, Martin G A, Bar nhart R L, M a n oM, Cardin
A D
, Ja cks o n RL. Tr a n s-r epr eS SO r a Ctivity of n u cle ar
glyc os a min oglyc a n s o nFo s a ndJu n/A P-1■o n c opr oteinl･m edia-
ted tr a n s criptio n. J Cell Bio1 116: 31-42, 1992
28) Mo c z arE, Ra ulais D, Po upo n M F, M o cz arM . Heparin-
bind ing sites of r at rhabdo myos ar c o m a c ells with lo w a nd
high m eta static c apacity. Inva sio n M etasta sis ll: 158二165,
1 991
EfEbcts of Polycations a nd Polya nions o nt he E fricie n cy of D irect Gen eTr ansfbrinto Rat S keletal Mus cle
Tatsuro uDoi, Departm e ntof Ne urology, Scho ol of Medicine, Ka n a z aw Universlty, Ka n a z aw 920
-




Key w ords directgeneけansftr, n aked DN A,heparin,glycosaminoglyc an
A bstra ct
To explorehow n aked D N Aistaken up and expressedby m uscle c ellsin vivo, the reportergen esdriv enby the R S V-
L T Rpr om oter w e re c o-iqjected with v ariou skinds ofpolyanions, POlyc atio ns, O rPrOteaSeS. Heparin, pOly- L-1ysine and
PrOteas es slgni丘c antly decre a sed the reporter gen e e xpression . Ho w e v er, 0therglyc osamin oglyc an S Or C Ollage nasehadn o
Slgninc antinflue nce o nthe expressio n･ ｢meSe reSults suggested that directge netransfer wasinhibited byheparin andpoly
-
L-1ysin ein s o m e stepsbeca us e of theirpolyanio nic orpolycationic char aCterS･ Itw as als o s uggested that try psin, O rD Nase
一
食eepr otein aseK hada r oleininterftringwith the uptake syste m ofD N A.
